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EDITORIAL 
El Hospital Nacional de NM* Dr. Carlos Seen Herrera, en mayo de 1994 
cumplira 30 alias de servir al pais, a traves de un gran esfaerzo por dar a los nine's 
enfermos la mejor solucii5n a sus problemas de salad. Durante todo este largo 
tiempo, hemos puesto al servicio de la niftez los progresos de la medicine, hemos 
conrribuido a lograr indices de mortalidad infantil que estan entre los mis bajos de 
Latihoam6rica y continuantos el esfuerzo pant crecer de acuerdo con las necesidades, 
cada vez mats nurnerosas y cornplejas, de atencion al nitlo enfermo. 
Cuando apenas iniciabamos actividades dentro de este Hospital, se hizo sentir el 
conseso de clear un medio informadvo Para dar a conocer nuestro progreso a traves 
do artkulos que llevaran recomendaciones utiles a los pediatras, y otros 
profesionales o personas intaresadas en el quehacer cientffico relacionado con la 
salad del Milo. En 1966 comenzamos la tarea de impulsar la comunicaciOn de lo 
mas relevance de nuesua experiencia, y de esa devocidn hemos recogido fruto que se 
rnanifiesta con la acogida a nuestras publicaciones tam en el ambito nacional como 
La evoluciOn del Hospital y su influencia en la villa del pats acentdan cada vez 
mita la necesidad de contar con este Organ° de difusidn de conocimiento que ha de 
subsistir como pane importance de la vide misma del Hospital y del futuro Centro 
de Cimicias Medicos. 
Cominuaremos trabajando por un presente exitoso y un futuro aun mejor. 
Este publicacidn une los artkulos de tres voldmenes fundamentalmente de 
revision actualizada, y esti dedicada en forma especial a la celebraciOn del XXX 
Aniversario del Hospital, en mayo de 1994. 
Dra. Cecilia Lizano 
Directora 
Revista Mddica del Hospital Nacional 
de Niftos Dr. Carlos Saenz Hericra 
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Terapia genies human 
Dr. Carlos de Cespedes* 
Como setiala W. Franchi Anderson, pionero prominente de la terapia genica, 
esta modalidad de tratamiento ha progresado de la especulacion a la realidad en poco 
tiempo. 
El principio basica de la terapia genica es la introduccidn de un gen 
recombinante normal en las celulas de un individuo pars reconstruir los productos 
especfficos de ese gen, practicamente en todos los casos protefnas o polipeptidos, y 
restablecer sus funciones. 
Los genes pueden introducirse en celulas germinates (6vuIa y espermatozoide) o 
en celulas somaticas. En el primer caso, el gen normal se introduce en la celula 
germinal afectada o altemativamente en una dlula del embridn en etapas tempranas, 
Siendo en ambos casos transmitido en forma mendeliana a to progenie. En el 
segundo caso, el gen se introduce en celulas somaticas, limitsindose la terapia genica 
al paciente, sin que se transmita el cambio genetic° a la progenie. 
Per razones de seguridad, la terapia genica en humanos se lirnita por el 
moment° al segundo caso, o sea a la Texapia Genica en C.elulas Somaticas (TGCS). 
La TGCS, debido a limitaciones tecnicas, no involucra por el momenta la 
remociOn o reparacien del gen que condone la mutacion patogenica, lo que seria 
ideal. Si se logra que el gen se exprese, el principo basic° de la terapia genica 
senalado arriba se rumple, aunque el gen terapeutico quede localizado fuera de su 
locus natural y aun sin integrarse en algtin cromosoma. En los trastomos 
dominantes, sin embargo, la presencia del alelo normal puede convarrestar el efecto 
correctivo del gen recombinante normal introducido. En estos casos serfa deseable 
reemplazar a reparar el alelo afectado. 
Las enfermedades genoticas por defector en un solo gen o mendelianas, 
representan el modelo logic° para la aplicacion de la TGCS en humanos, aunque 
potencialmente es posible su aplicacidn a enfermedades poligenicasimultifactoriales 
y aun adquiridas, lo que representarfa un mayor impact° en la Medicina. 
* Director. Institute de Investigaciones rat Salud (INISA), Universidad de Costa Rica. Jefe de 
Servicio de Genetic* y Metabolism°, Hospital Nat Nirios Dr. Carlos &fens Herrera, San Jose -
Costa Rica. 
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Los aspectos dticos de la terapia gdrtica en humanos, no solo contemplan in 
exclusion de experimentos en cdltdas germinales, sino tambidn la limitacion del 
procedimiento a la cura de enfermedades graves para las cuales no existe trata.miento 
aceptable, excluyendose de esta manera los factores eugenicos (cosmeticos) come 
serfa el caso de mejorar atributos de un individuo "normal" como estatura, 
inteligencia, etc. De hecho existen temores de que la terapia gdnica pudiera servir de 
instrumento para exacerbar el racismo y para iniciativas de programas eugenicos 
dirigidos a fortalecer o alterar capacidades humanas, no siempre con intenciones 
loables sine mas bien protervas en algunas situaciones. 
En la presente revision, analizaremos los mdtodos para la transferencia de genes 
en dlulas y animales vivos, aplicaciones de la terapia genica en Medicina, ejemplos 
de enfermedades gendticas y no gendticas que estan siendo tratadas 
experimentahnente con TGCS en humanos y los aspectos dticos y legates 
relacionados. 
Metodos para la transferencia somatica de genes. 
En el Cuadro 1 se resumen los requerimientos para que un sistema de 
transferencia de genes sea potencialmente beneficioso en el tratamiento de 
enfermedades humanas. Cada trastomo patologiect puede diferir en cuanto a la 
demanda en mayor o menor grado de cada uno de estos requerimientos. En la Figura 
1 se muestran los tejidos y organs susceptibles de terapia gdnica en humanos. 
Cuadro 1 
Sistetna de transferencia de genes. 
Requerimientos 
1. Alta eficiencia de transmisidn 
2. Mantener estable el DNA foram) (integrado en el genoma del receptor o 
como elemento extracromosOmico) 
3. Expresidn en el tejido relevance. 
4. Expresion apropiada y regulada en el tejido blanco. 
5. Seguridad adecuada en el momento de la transferencia y durante b vida del 
receptor. 
Tiraides 
PuIrriones 
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Vascular 
Intestines 
Cerebra 
L ontoci to s 
hitioduio d 
H igodo 
Ftbroblos ?cis 	 Miobiastos 
Musculares 
Articulaciones 	 in vivo 
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Blanco. para Torapia (Unica Sorrmitlea 
Figura 1: 	 Blancos potenciales de la terapia geniea somatica. Los blances 
indicados con flechas claras son objeto de investigaciOn clinica en la 
actualidad. 
En algunas enfermedades, la localizaciOn del gen en el tejido en que se expresa 
el gen natural es indispensable, por ejemplo el sistema nervioso central en las 
formes neuronopaticas de las enfermedades lisosomales de depOsito. AsImismo, la 
correction de defecto a nivel del gen en las hemoglobinopatias y en la 
Inmunodeficiencia Combinada Severa (SCID), ucnen un requerimiento estricto por 
la serie critroide y por la modula Osea respectivamente. La enzima deficiente en la 
feniketonuria se localiza norrnalmente en el higado. Como la funciOn a restableccr 
en esta enfermeclad es la conversion de fenilalanina a tirosina, es concebible que esta 
fund& pueda realizarse en otro tejido mAs asequible como Ia medula osea para Ia 
introducciOn y la expresion dcl gen dc la fenilalanina hidroxilasa. El requerimiento 
de cofactores, se podrfa Ilenar convenientemente administrando oralmente la 
tetrahidrobipterina necesaria en este caso. 
Enfermedades provocadas por deficiencias de proteinas circulantes en la sangre 
como los factores VIII y IX en la hcmofilia A y B respectivamente, podrian 
corregirse introduc tend° el gen correspondiente en cualquier celula que sea capaz de 
expresarlo y de secrctar el producto a la circulation. De hecho, experimentos en 
intones demucstran que es posible la expresion dcl gen y la secretion del factor IX a 
la circulacidn con fibroblastos de piel corn° cdlula receptora. 
La transferencia de genes recomhinantes a cdlulas somaticas se realiza en Ia 
actualidad por dos grandes metcxclos: la transferencia de genes mediada por el DNA 
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consiste en introducir en las cdlulas, DNA solo o en forma de complejos de DNA 
unidos a diversos acarreadores en las celulas y se denomina transfeccian. La 
transferencia de genes mediada por virus, consiste en el use de particulas virales 
como vehicuios para traspasar genes a alulas por el proceso de infeccian, lo que se 
conoce generalmente como transduccion. 
TRANSFECCION. Transferencia de genes mediada por DNA. 
Cdlulas en cultivo captan el DNA bajo ciertas circunstancias, con Ia 
consiguiente expresidn de sus productos. 
La microinyeccion es un metodo direct°, que consiste en la inyeccidn risica 
del DNA con una pipets de vidrio muy fma, en el melee de cdlulas en cultivo. Otro 
me todo extremadamente simple en principio, consiste en la precipitacion del DNA 
con fosfato de cakio y ponerlo en contact° con la superficie de las celulas. La 
electroporacion consiste en exponer las celulas a un shock electric°, lo que abre 
poros en la membrana celular. Los liposomas, con su capacidad para fusionarse 
con la membrana celular pueden introducir DNA contenido en el interior acuoso de 
estas esferas lipidicas. Tambien se ha utilizado el bombardeo de la celula con 
particulas magneticas unidas al DNA. 
La integracian del DNA en los cromosomas por estos me todos quimicos y 
ffsicos es, sin embargo, ram. Solo una de cada 1.000 a 100.000 cdlulas integra el 
gen de interns en su genoma. Aunque, come se seflalaba al principio, la integracian 
no es en todos los cases esencial para la expresian de un gen, la misma es 
generalmente de duraciOn limitada cuando se realize fuera de los cromosomas. A este 
fenameno se le ha llamado perfodo de expresion transitoria. 
TRANSDUCCION. Transferencia de genes mediada por virus. 
Los virus pueden integrar moleculas recombinantes de DNA lo cual, junto con 
su capacidad de infectar cdlulas, hace que algunos de ellos sean vectores eficientes 
para introducir genes a las mismas. Como se seflalaba anteriormente, a diferencia de 
los metodos quimicos y fisicos, algunos virus tienen la capacidad de introducir en 
forma estable el gen recombinante en el genoma del receptor. 
Un element° fundamental en Ia transferencia de genes mediada por virus, es la 
presencia de la transcriptasa reversa en los retrovirus. Esta enzima convierte el RNA 
viral de cadena simple que constituye el genoma del virus, en una copia de DNA de 
cadena doble capaz de integrarse por recombinacion (utilizando una integrasa 
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tambi6n codificada por el virus) como un pnavirus, en el genoma de la cdlula 
hasped. Este provirus es capaz de utilizar la maquinaria de la celula para transcribir 
y traducir el genoma viral y producir copias del genoma de RNA asi como de las 
proteins virales. En el ciclo de reproducciOn de un retrovirus infectante, la particula 
viral completa puede ensamblarse en el citoplasma y estas particulas infecciogas  
virales pueden atravesar la membrana celular de la celula huesped por exocitosis e 
infectar otras celulas. 
En la Figura 2 A se muestra la estructura del genoma de un retrovirus. En cada 
extremo se encuentra una secuencia Hamada repetitiva larga terminal (LTR, long 
terminal repeat). Esta secuencia contiene al promotor y los elementos necesarios 
para la traduccidn de los tres genes principales del virus, gag, pol y env, que 
codifican para el micleo viral, la transcriptasa reversa y las glicoprotelnas de la 
envoltura, respectivamente. Ademas existe una secuencia cerca del extremo 5' - LTR 
c000cida como sitio is  (psi), que es esencial para empacar el transcrito RNA viral. 
La ingenieria genetica permite modificar a los retrovirus de manera que puedan 
expresar un gen forkeo, perdiendo la capacidad de producir particulas virales 
infectantes. Para esto, los genes gag, pol y env son sustituidos por un cDNA 
human que codifica para la protefna terapeutica (Figura 2 B). La secuencia puede 
aprovecharse convenientemente para empacar este gen foraneo dentro de una 
panicula retroviral defectuosa, o sea que no puede dar Lugar al virus infectante 
original. Se requiere de una segunda estructura retroviral para la producciOn de este 
retrovirus dcfectuoso, lo cual se logra elirninando la secuencia W  (Figura 2 C). Esta 
estructura xtr - contiene el resto del genoma del retrovirus, incluyendo los genes gag, 
poi y env. Las eaulas transfectadas con esta estructura xi/ -, se denominan celulas 
empacantes (o celulas "colaboradoras"), ya que producen las proteinas necesarias para 
el ensamblajc de una protefna viral info cciosa (Figura 3). 
En vista de que el genoma (RNA) viral no contiene la secuencia (Figuras 2 C y 
3 B), no puede ser empacado. Si las cdlulas colaboradoras son transfectadas con una 
estructura recombinantc yr + (Figura 3 A), que contiene la secuencia cDNA foranea, 
se ensambla en la celula colaboradora (Figura 3 C) una particula viral que contiene 
tinicamente el RNA recombinante (Figura 3 1)). Este virus recombinante, puede 
utilizarse entonces para transducir caulas somaticas en forma eficiente e introducir 
un gen foraneo que va a expresar la protein terapeutica, sin la producciOn 
subsecuentc de particulas virales infecciosas (Figura 3 E). 
NUCLEO 
n 
RNA RETROVIRUS 
LTR env pol LTR gag 
TRANSCRIPTASA 
REVERSA 
ENVOLTURA 
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EL EMPAQUE 
5' 
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PROMOTOR PROTEINAS TRANSCRIPTASA PROTEPIAS SERIAL PARA 
DEL NUCLEO 
	
REVERSA 	 DE LA 
	 EL SITIO 
ENVOLTURA POLL A 
LTR 	
-9J).11A 	 LTR 
LTR 
 
gag poi env LTR 
      
Figura 2: 	 ModificaciOn del genoma de un retrovirus para experimentos de 
transferencia de genes. A. Genoma de un retrovirus. B. Retrovirus 
reconstituido con un cDNA human que reemplaza a los genes gag, 
pal y env. C. Genoma del retrovirus con una deleciOn de la 
secuencia que se requiere normalmente para empacarlo. 
aspedes C.: TERAPIA GENICA 	 7 
A B 
PLASMIDO RECOMBINANTE 
\ TRANSFECCIOM 
/  
DNA DE 	
4 INTEGRACION L _111  1 --...Z... 
LA ; 	 ii 
C1D.ULAi 	 RNA cot 
tesopeiuticr 
RNA 	 i 	 \.....2, stepwise 
-...%alk iibt'./if Pft0TEI NA S pacable  
	 V____________V_ALI MALES 
cazZ=E1:1 
CELULA CO_ 
L ABORADORA 
C 
VIRUS COLABORADOR 
DEFICIENTE EN V 
TRANSCRIPTASA 
REVERSA 
D 
IN FECC ION 
CELULA 
BLANCO > RNA 
ing?egrocidn 
   
• 
protema 
Advas Protein(' 
No se forman 	  
virus 
Figura 3: Transferencia somatica de un gen mediada por re troy irus. Un vector con 
el cDNA recombinante humano terapeutico se inserts como un provirus 
en el genoma de la celula colaboradora, con las secuerkcias retrovirales 
flanqueantes LTR. El virus colaborador, deficiente en 
	
(psi), produce 
todas las ptoteinas virales, pero no puede empacar su pcopio RNA. 
Como el vector recombinante contiene a la secuencia ), el RNA 
transcrito del gen terapeutico integrado (3 C) es encapsulado 
automatic amente por las proteins vuales producides por el DNA 
provirus en las celulas colaboraclores empacantes (3 C). Las particulas 
virales resultantes (3 D) son liberadas por exocitosis de la membrane 
plasmitica de la cilula colaboradora (3 D). Es tos virus "domados" no 
pueden reproducirse, ya que carecen de la informacidn pare formar las 
proteins virales. Celulas blanco (ej. celulas de la medula asea humane) 
son entonces infectadas con estos virus (3 E). Como estas particulas 
tienen transcriptasa reverse, integran el genoma RNA terapeutico del 
virus como un provirus en el genoma de la caula blanco. Este provirus 
se express con la formation de la protein terapeutica. 
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Riesgos potenciales de la terapia gknica 
Como la integracion de los genes se hace generalmente al azar en el genoma, 
existe el riesgo potencial de perturbar otros genes que podrian ser criticos para la 
funciOn normal o la supervivcncia de la pobLaciOn entera de ediulas huesped con 
consecuencias deletaeas para el organismo. Uno de los peligros potenciales mas 
serios de la integration al azar de genes foraneos es la posibilidad de inactivar un gen 
supresor de tumores o de activar un oncogene. 
Los virus adeno-asociados (AAV) representan una excepciOn en lo que respecta 
a integraciOn deI gen recombinante al azar en el genoma del receptor, ya que 
frecuentemente dicha integration ocurre en una region pequefia del cromosoma 19 
humano. Sin embargo, como esta region ha sido implicada en rearreglos 
cromosOmicos asociados con leucemias cronicas de colulas B no es clam, desdc eI 
punto de vista de bioseguridad, que dicha integracion especffica de sitio represente 
alguna ventaja sabre la integration al azar en este caso. 
La cxpericncia despuds de los 106 aflos-mono y 23 arlos-paciente en individuos 
que han experimentado transferencia de genes mediada por retrovirus ha mostrado, 
sin embargo, ausencia de efectos colaterales y nunca se ha observado una 
transformaciOn maligna como resultado de la transferencia defectuosa de un vector 
retroviral. Estos hallafgos confirman la hipOtesis de que diehos eventos indeseables 
son poco probables, debido al enorme tamafto del genorna humano, aunque siempre 
sera deseable tener al menos una idea del lugar en que el gen recombinante termina 
localizdndose. 
Por otro lado, se ha observado et desarrollo de linfomas malignos de celulas T 
en 3 monos, probablemente el resultado de una preparacion contaminada con el 
virus colaborador. Este hallazgo confirms la necesidad de usar preparaciones con 
vectores libres de virus colaboradores, segtin lineamientos expresos de las instancias 
reguladoras (vide infra) de los experimentos en terapia genica humana. 
De hecho, la experimentaciOn previa en animates debe ser un pre-requisito para 
intcntar el experimento equivalente de terapia genica en humanos. Estos 
experimcntos en animates pueden dar una idea mss aproximada acerca de los 
posibles efectos delet6reos sefialados, de que el gen insertado va a funcionar 
adecuadamente y por tiempo prolongado, aunque la extrapolaciOn de la situacidn en 
animales a la del humano no siempre es posible en su totalidad. Una limitaciOn de 
estos ensayos en animates es la escasez de modelos naturales de la enfermedad 
particular. Esto se ha logrado solventar mediante la "fabricaciOn" de cepas de 
animates, transgenicos que manifiestan la enfermedad, obtenidas al introducir el gen 
humano responsable de la enfermedad en estudio, en &tilos fertilizados. 
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Terapia genica ex vivo e in vivo. 
Cada trastorno, en gran pule debido a su localization tisular, presenta 
problemas no solo de biologia molecular sino de procedimientos clinicos y 
quirtirgicos. Desde el punto de vista de hacer llegar el gen recombinante a las cetulas 
blanco en el paciente, existen en la actualidad dos procedimientos. La terapia genica 
ex vivo, consiste en extract parte del tejido al cual se pretende introducir el gen, 
reconstituir las celulas con el gen normal in vitro y transplantar en forma autOloga 
las cdlulas expresando ese gen normal (Figura 4). La terapia genica in vivo, consists 
en la introduction de un gen por transfeccion o por transduccian en el organism° 
intacto (ej. via intravenosa, aerosol, etc.) sin utilizar procedimientos aflame= 
invasivos. Esta modalidad es desde lucgo la mas conveniente y no se distingue en 
principio de la administraciOn conventional de medicamentos en medicina. 
Genes 
Apropiodos 
Figura 4: 
	 Estrategia ex vivo para la terapia genica hepatica. 
El enfoque de la terapia genica hepatica ex vivo, esquematizado 
sistematicamcn te. 
10 	 REVISTA MEDICA HOSPITAL NACIONAL DE NIFIOS "DR. CARLOS SAENZ HERRERA" 
Los experimentos ex vivo son costosos, ineficientes y estaiia. n practicamente 
limitados a paises desarrollados. En el case de tejidos que no sean sangre o medula 
Osea, implican cirugia, en ocasiones, muy agresiva. Defe enfatizarse que un aspect° 
critico de la terapia genica es la duraciOn de la expresion del gen, que puede 
determinar la necesidad de repetir el procedimiento periodicamente. De acuerdo con 
esto es explicable que gran parte de los esfuerzos de investigacidn para aplicar la 
terapia gdnica en humanos esten dirigidos al desarrollo de procedimientos in vivo. 
Transferencia de genes in vivo utilizando vectores virales. 
Los retrovirus han mostrado ser mas adecuados para terapia genica ex vivo, pero 
pueden no ser tan adecuados para terapia gdnica in vivo. Un problema grande es que 
los vectores retmvirales actualmente en uso, son inactivados por complement° 
humane. 
La proclividad del adenovirus por el tracto respiratorio, los hace vectores muy 
adecuados para enfermedades originadas por defectos en edlulas de esa localizacidn 
como la fibrosis quistica. 
Los virus herpes que tienen capacidad de persistir en estado latente en el SNC, 
podrian ser vehiculos apropiados para lograr expresion prolongada de genes 
recombinantes, lo cual hasta el moment° no se ha logrado. 
Transferencia de genes in vivo utilizando vectores de DNA. 
La transferencia a hepatocitos se ha logrado per medio de complejos DNA-
asial' oglicoproteina que son captados por et receptor de asialoglicoproteina en la 
membrana celular del hepatocito. La expresiOn aqui tambi6n, sin embargo, se limita 
a varios dias. 
Es de suponer quo la transferencia de genes mediada per DNA es mas segura que 
metodos que requieren vectores virales, aunque no existe prueba de ello. De acuerdo 
con algunos reportes, la adrninistracian de DNA a animales no resulta en la 
formacion de anticucrpos contra el DNA. Por otro lado, aunque la integracidn es 
mas probable con vectores virales, no se sabe si podria haber integracion estable en 
algtin cromosoma con efectos adversos. Ademis, se debe evaluar cuidadosamente la 
posibilidad de que vehiculos como las asialoglicoproteinas, utilizados para tratar de 
optirnizar la transferencia de genes, puedan provocar respuestas inmunologicas u 
was reactions adversas. La necesidad de un control de calidad para estas sustancias 
igual o mas riguroso que el que se realiza con los medicarnentos o vacunas 
convencionales debe scr enfatizada. 
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Como se seflald al principio, la expresidn transitoria limitada generalmente a 
unos digs, es una desventaja clara de la transferencia de genes que utiliza DNA solo 
o conjugado. 
El lugar de 19 terapia genka en medicina. 
La investigacion en terapia genica se ha enfocado a enfermedades hereditarias 
provocadas por un solo gen defectuoso, como la fibrosis quistica, hemofilia y la 
talasemia, entre otras. 
Cada vez se reconoce mas, sin embargo, que is transferencia de genes va a set 
aplicable ampliamente a varias enfermedades comunes de origen multifactorial. El 
advenimiento de la tecnologia de recombinacidn del DNA y el desarrollo del 
Proyecto del Genoma Humano, ha hecho posible describir muchas enfermedades 
comunes en terminos de la interaccidn entre factores gen6ticos discretos y factores 
ambientales que ejercen presidn sobre la capacidad de aquellos para mantener un 
estado de homeostasis y salad. Como consecuencia de esto, muchas enfermedades 
que no se consideran clasicamente como geneticas pueden hacerse susceptibles de 
tratamiento, utilizando genes como medicamentos. Por ejemplo, enfermedades como 
la psoriasis que involucran la expresidn inapropiada de citoquinas o factores 
inflamatorios, podria tratarse inhibiendo la expresidn de estos factores o su 
interaccion con los tejidos afectados. Enfermedades degenerativas como el 
Parkinson o la osteoporosis, podrian scr tratadas por la expresiOn de factores 
esencialcs para la funciOn continuada o regeneracian de los tejidos afectados. 
Trastomos como la hipercolesterolemia de origen multifactorial, podrian ser tratados 
reforzando la capacidad del organismo para metabolizar lIpidos patogenicos a 
productos inocuos. 
Para algunas enfermedades del sistema nervioso central se esti ensayando con 
cicrto 6xito en animales una combinacidn de transferencia de genes in vitro junto 
con injerto autdlogo de celulas en regiones especificas del cerebro. 
Ejemplos de trastornos actualmente en experimentacion en 
humanos. 
En el Cuadro 2 se enumeran las principales enfermedades monogdnicas 
consideradas para terapia g6nica en humanos. 
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Cuadro 2 
Enfermedades por defectos de un solo gen: 
blancos actuates de la terapia genica* 
Enfermedad 
1NMLINoDEEICINCIA COMBINADA SEVERA (SCID) 
HIPERCOLESTEROLEMIA FAMILIAR 
Hemofilia 
Enf. tie Gaucher 
Mucopolisacaridosis 
Enfisema 
FIBROSIS QUISTICA 
Fenilectonuria 
Hiperamonemia 
Citrulinemia 
Distrofia muscular 
Taingetnia 
Drepanocitosis 
Def. adhesion leucocitaria  
Gen defectuoso 
Adenosina desaminasa 
Receptor de la LDL 
Factor IX 
Factor VIII 
Glucocerebrosidasa 
8-glucuronidasa 
al - antitripsina 
Regulador transmembrana (CFIR) 
Fenilalanina hidroxilasa 
Ornitina transcarbamilasa 
Arginino succinato sintetasa 
Distrofina 
- globina 
B globina 
CD - 18 
En maytisculas aquellos casos en que se han iniciado protocolos en humanos. 
Inmunodeticiencia combinada severs (SCID) por deficiencia de 
adenosine desaminasa. 
La terapia gtinica ex vivo es, desde luego, roes faciI en celulas circulantes de la 
sangre como linfocitos, que pueden ser facilmente extraidos y regresados al torrente 
sartguineo o a la medula Osea, despues de introducirles el gen recombinante normal 
in vitro. La experiencia con los procedimientos inherentes de cosechar, cultivar y 
tiansplantar las celulas cn los transplantes de me dula osea convencionales, ha sido 
un factor determ Maine para que la mayorfa de los investigadores en terapia genica se 
hayan concentrado hasta el moment() en este tejido. Una Iimitacidn de este me todo 
es, aun cuando se logre una expresien duradera, la corta vida media de estas celulas 
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lo que obliga a repetirlo periodicamente. El ideal, todavia dificil de alcanzar, es 
lograr introducir el gen en una poblacion determinada de celulas 
pluripotenciales. Con esto, presumiblemente se lograria repletar toda la masa de 
elementos derivados de la ntdula dsea, incluyendo so migracit5n fuera de ells, 
estableciendo lineas celulares diferenciadas en otras regiones del organismo como las 
celulas de Kupffer en el higado, todas expresando el gen recombinante que se 
introdujo inicialmente. 
De hecho, las enfermedades candidato para este tipo de terapia g6nica son 
aquellas que han sido tratadas exitosamente con transplante de meAula asea autdlogo, 
como la SCID, causada por una deficiencia de la enzima del metabolismo de las 
purinas adenosina desaminasa (ADA). Esta deficiencia resulta en una acumulaciOn de 
2 - desoxiadenosina en los linfocitos 1, afectando seriamente su funcidn 
irununolOgica. Aunque el transplante de m6clula dsea convencional ha sido 
correctivo en 6,sta y otras enfermedades, la terapia g6nica obvia la necesidad de 
conseguir un donador compatible, to cual se logra solo en aproximadamente una 
tercera parte de los pacientes. 
El primer protocolo clinic° para terapia genica de una enfermedad fue aprobado 
en setiembre de 1990, precisamente para introducir el gen de la ADA humana en los 
linfocitos de una nitla afectada con SCID. 
La SCID ha sido posible corregirla en forma pareial, con inyecciones semanales 
de ADA humana conjugada con polietilen-glicol (PEG-ADA), lograndose disminuir 
la 2-desoxiadenosina circulante con recuperaciOn clinica. La experiencia con este 
primer protocolo de terapia enica, sin embargo, ha mostrado que al lograrse una 
disminuciOn de este nucledsido dentro do las propias celulas T, se logra una mejor 
correceion del fenotipo clinico. 
En esta nit3a, is expresion del gen se ha demostrado por un period° de meses, 
con correcciOn de la funcidn inrnunologica, medida por tests estandar de laboratorio 
y con una mejoria clinica notable. 
Se ha sugerido que otras enfermedades metabOlicas en las cuales Las celulas 
derivadas de la metlula asea no son el sitio primario de la patologia, podrian ser 
tratadas en forma etc-diva, transfiriendo el gen apropiado a celulas pluripotenciales, 
sobre todo en cl caso de que la enzima o proteina producto dcl gen pucda scr 
secretada eficientemente por la celala transducida o transfectada y captada por las 
celulas primariamente afectadas en otros tejidos. 
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Ripereolesterulemia familiar 
El higado capta el colesterol plasmatic° transportado por las lipoproteinas de 
baja densidad (LDL), por medio de receptores especfficos (receptores - LDL) en la 
memhrana cclular del hepatocito. La hipereolesteroIemia familiar (HF), es un 
trastorno mendeliano con un patron de herencia autosOmico dorninante, causado por 
una mutacion espccifica en el gen que determina la sintesis de los receptores - LDL. 
En la forma homozigota de la HF practicamente no existen receptores, observandose 
elevaciones exageradas en Ia concentration del colesterol plasmatic° que pueden 
llevar a infarto del miocardio en los primeros atios de Ia vida. El imico tratamiento 
efectivo, al menos tebricamentc, es la introducciOn de un gen normal del receptor -
LDL en el hepatocito. 
Existe un valioso modelo animal de la HF, el conejo de Watanabe, en el cual se 
ha logrado la expresiOn del gen de los receptores - LDL hasta por 6 meses, 
lograndose una disminucion del 30% en el colesterol sanguine°. Esto motiv6 la 
aceptacion de un protocolo en humanos homozigotos para la I-IF, el primero de los 
cuales se inici6 en junio de 1991. 
La condition pars incluir a un paciente en los protocolos de terapia genica de la 
HF, es que haya sufrido daft° cardiaco severo. Los resultados preliminares en cuanto 
a la disminuciOn del colesterol plasmatic° en los pacientes que han lido sometidos a 
terapia g6nica, son similares a los observados en el conejo (Dra. Mariann 
Grossman, comunicacion personal). 
Terapia genica de la fibrosis quistica 
La base genetica de la fibrosis quistica es una de diferentes mutaciones, todas en 
el mismo locus en el cromosoma 7, en el gen que determina la sintesis de la 
protein denominada CFTR, (cystic fibrosis transmembrana conductance regulator), 
el regulador de la conductancia transmembrana. La disfunciOn de esta protefna lleva a 
alteraciones en eI flujo de cloruro y de sodio, lo que ocasiona trastornos en el 
transporte de agua a trav6s del epitelio bronquial e intestinal, provocando 
espesamiento del moco (mucovisidosis) que a su vez determina la patologia 
puimonar y pancz-eatica. 
La particular accesibilidad del tract° respiratorio, plantea la atractiva posibilidad 
de utilizar sisternas de transferencia del DNA por aerosol. 
Los adenovirus son particulannente atractivos como vcctores, por ser pat6genos 
nahwales de las vias aereas y porque su biologfa molecular se conoce bastante bien, 
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lo que permite insertar con relativa facilidad genes humans normales en su 
genoma. Con este sistema se ha logrado en forma muy eficiente, la transferencia de 
un gen humano de CFTR en las vias aereas de ratas Cotton. La proporcion de 
epitefio bronquial que expresaba el gen era significativa, detectandose RNA de 
CFTR hasta por 6 semanas. La proteina se detecto en las celulas por laved° 
bronquial. Los efectos fisioldgicos de este tratamiento no han sido determinados. 
Por otro lado la introduccion, por medio de un liposoma, de un pLismido con 
ima copia del gen normal de la Cl nt en las vias respiratorias de ratones 
transgenicos con fibrosis quistica, ha resultado en La expresidn de una proteina 
funcional en la triquea. Ensayos de terapia genica para la fibrosis quistica en 
humanos ban sido iniciados en 1992, sin que se conozcan resultados al momento de 
escribir esta revision. 
En la terapia genica de la fibrosis quistica, surgen una serie de preguntas 
importantes que es pertinente analizar, sobre todo porque ilustran problemas 
comunes a otras enfermeebdes en la aplicacion de la terapia genica en humanos. 
1. Sulks son las celulas mss relevantes para ser tratadas? 
La expresiOn del CI. lit en las celulas que cubren La via aerea es muy baja, 
siendo mas alts en las glandulas submucosas. Esto sugiere que el mucus anormal 
tiene su origen en estas gldndulas, que son potencialmente menos asequibles a un 
vector administrado por aerosol. El defect() fundamental del canal de cloruro en la 
fibrosis quistica es demostrable en esas celulas superficiales por lo que 
supuestamente la correccien del defect() en las mismas podriaser beneficioso. 
2. i,Que fraccion de las Mules responsables debe ser corregida 
para lograr beneficio clinico? 
Es muy poco probable en este como en cualquier otro caso de terapia genica, 
que la transferencia del gen alcance el 100% de las celulas. Estudios experimentaies 
in vitro muestran que la funcion fisiolOgica del C1-1.K puede restablecerse 
normalmente en un cultivo en que solo fue posible modificar geneticamente el 6% 
de las celulas. Este hallazgo es muy promisorio, aunque debe demostrarse su 
reproduccien in vivo. 
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3. LEs toxica la sobreexpresiOn del CFTR? 
Es tambien promisorio el hecho de que un exceso de (.FIR logrado 
experimentalmente en ratones transgenicos, no produjo Erranifestaciones de 
toxicidad. 
4. I,Por cuanto tiempo persistira la expresion? 
Esta pregunta central de la terapia genica la hemos comentado en otras panes 
del texto y sigue siendo, como en practicamente todos los casos, uno de los 
problernas mas importantes a resolver en el caso especffico de la fibrosis quistica. 
Como se ha mencionado, los retrovirus al integrar eficientemente el gen terapeutico 
en el genoma, tienen una mayor probabilidad de persistencia a largo plazo, aunque 
con el peligro de activar oncogenes por integracion al azar. Es de recordar que los 
retrovirus requieren que las celulas se encuentren en proceso de division para ser 
transducidas; paraclojicamente, la fuerte reaccien inflamatoria en los pulmones de la 
fibrosis qufstica podria aumentar la proportion de celulas en proceso de divitiOn. 
Los adenovirus, que no integran, podrfan alcanzar potencialmente una expresiOn 
eficiente en celulas que no se encuentran en division (aproximadamente el 98% de la 
via aerea normal), pero no se esperarfa que esa expresiOn persista en forma 
permanente. 
S. I,Podria intervenir el sistema inmune? 
Debe considerarse seriamente la posibilidad de una respuesta inmune al vector o 
al CF IR expresado. El hecho de que la mayoria de los pacientes tienen al menos 
niveles detectables de 	 1K, hate menos probable esta reaction indeseable del 
organism°. Salo en aquellos pacicntes en que no se expresa pnicticamente nada de la 
protefna (mutacion "knock out" de ambos alelos), en que el Cynt terapdutico es 
totalmente extrar10 al organismo, podria esperarse una reaction inmune. Entre los 
vectores utilizados, los adenovirus son especialmente reconocidos como inductores 
de reacciones inmunes. Esto limitarfa la dosificacion repetida que es probablemente 
necesaria con vectores no integradores. 
6. 4Puede garantizarse la seguridad? 
La posibilidad, aunque por el moment° tedrica, de la transferencia inadvertida de 
genes a la lfnea germinal (transmision heredada o vertical) o de transmision 
(horizontal) de virus recombinantes a otros individuos por contamination del 
ambiente con vectores en aerosol, debe siempre considerarse. 
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Terapia Oulu del cancer 
El melanoma ha sido el primer tumor malign° que se ha intentado tratar con 
terapia g6nica. 
El factor de necrosis tumoral (TNF) es un poderoso agente anticancerigeno en 
=tones. En humanos, sin embargo, dosis mas de 50 veces menores que la tolerada 
por los ratones, son toxicas. Por otro lado, existen linfocitos infiltradores de 
tumores (TIL) que pueden transducirse con el gen del TNF, de forma que podrian 
liberar este factor dentin del tumor. De hecho, en un protocolo iniciado en enero de 
1991, TIL transducidos con el gen del TNF, han sido administrados a pacientes con 
melanoma malign sin que se hayan presentado efectos colaterales indeseables, 
aunque aun no se sabe si existe efecto terap6utico sobre el cancer. 
La inmunoterapia es uno de los enfoques que ha motivado gran actividad en el 
tratamiento experimental del cancer, ahora reforzado por la terapia genica. 
Experimentos en animates han mostrado que cdlulas tumorales transducidas con 
el gen de la citoquina interleukina (IL-2), producen inmunidad anti tumoral sistemica 
mediada por las celulas T. En humanos se han iniciado protocolos en que estas 
cdlulas tumorales autologas secretoras de citoquinas se inyectan subcutanea o 
intradennicamente, en la parte superior del muslo. Veintitin dias despuos se remueve 
el sitio de la inyeccidn y los nOdulos linfaticos que drenan esa zona, se cultivan y se 
crecen en condiciones que estimulan el crecimiento de las cdlulas T. Estas celulas se 
administran al paciente junto con IL-2. Al momento de escribir esta revision, no se 
conocen resultados de estos estudios de "vacunas antitumorales". 
Otro enfoque consiste en introducir en cdlulas tumorales genes para la timidina 
quinasa del virus herpes simplex, haci6ndolas susceptibles de ser destruidas por el 
agente antiviral ganciclovir. Aqui tampoco se conoce de resultados en humanos. 
Terapia genica del sindrome de inrnunodericiencia adquirida. 
Un lugar para la tcrapia genica en el tratamiento del sida y otras enfermedades 
infecciosas, esta en crear un ambiente desfavorable a la replicaciOn viral a travels de 
introducer genes apropiados en el huesped. El virus VIH penetra a las celulas T, 
despuds de que una proteina en su cubierta, se fija a una molecula Ilamada CD4. Si 
se logra a (raves de terapia genica la production de un exceso de moleculas CD4 que 
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se harian presentes en la sangrc, estas lijarian al virus VIH, previniendo su entrada a 
la celula. Otro enfoque busca una sobreproducciOn de la regiOn TAR del genoma del 
VIH, lo que resulta supuestamente en la union competitiva de la protein viral 
transactivadora "tat", interftriendose de esta manera con la replication deI virus. No 
se conocen resultados terapeutieos en humanos de este sugestivo enfoque. 
Problemas en la aplicacion clinica de la TGCS. 
La aplicaciOn de mdtodos a la TGCS debe adaptarse a estandares y retinas de la 
prictica clinica. 
La primera preocupacien es la seguridad. En cada paciente, como en cualquier 
otra terapia medica, debe balancearse el riesgo con el beneficio. La evaluacion dcl 
riesgo debe hacerse no solo en cuanto a la transferencia del gen mismo, sino en 
cuanto a riesgos accesorios asociados con procedimientos quirtirgicos que se 
requieran (hepatectomlas sustanciales, por ejemplo). 
Los medicamentos genicos estarar' sujetos a los mismos tests de toxicidad, 
control de calidad y potencia requeridos para productos farmaceuticos convencionales 
derivados de componentes quimicos o biolOgicos. En forma similar. los vectores 
virales serail juzgados por estandares establecidos para vacunas virales atenuarlas 
Existe ventaja en ensayos clinicos que incorporen metodologias clinicas en uso 
actual, como es el caso citado de la medula osea, que se benefician no solo de la 
competencia teenica existente, sino tambien de estandares establecidos de control de 
calidad y de seguridad. 
Los primeros ensayos clinicos de terapia genica han atraido y posiblemente 
seguiran atrayendo en forma creciente una gran cantidad de interes public°. La 
educaciOn a la comunidad es, por lo tanto, un componente de la TGCS que no se 
debe desprcciar. 
Estos ensayos requieren de un equipo interdisciplinario de bielogos 
moleculares, medicos clinicos, cirujanos, enfermeras y administradores y la 
contribuciOn de cada uno es esencial para el exits de la etapa experimental y su 
posterior uso rutinario. 
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Aspectos 6ticos y legates. 
Los experimentos en terapia genica, pir-sentan muchas consideraciones de tipo 
aka y de bioseguridad commies a otros procedimientos altamente experimentales en 
terapdutica modica y otros que son especfficos, como la transmisidn vertical u 
horizontal de genes recombinantes mencionados anteriormente. 
Al igual que con otras enfermedades para las cuales no existe tratamiento como 
muchos tipos de cancer, sida, etc., en los experimentos de terapia gdnica se debe 
considerar un beneficio incierto versus un riesgo potencial para el individuo, el 
consentimiento informado adecuado en menores y en pacientes incapacitados 
mentalmente, la decisidn entre terapias convencionales y el tratamiento 
experimental. 
No obstante, se debe recordar que agentes quimiotcrapduticos para el cancer en 
use actual, tambitn poseen la capacidad potencial de mutar o alterar el DNA de 
celutas en el receptor y esign asociados con toxicidad sustancial. 
En los Estados Unidos, cada propuesta de investigaciOn de terapia g6nica en 
humanos debe ser aprobada por los Institutos de Salud (National Institutes of 
Health, NIH) y la Administration de Alimentos y Drogas (Food and Drug 
Administration, FDA), previa revision por el Comitd de Investigacidn (Institutional 
Review Board, IRB) y el Comite Institucional de Bioseguridad (Institutional 
Biosafety Commitee, IBC), estos dos iiltimos al nivel local de cads instituciOn. El 
NIH tiene internamente un subcomite de Terapia G6nica Humana y el Comite 
Asesor en DNA recombinante (Recombinant Advisory Commitee, RAC). El 
proceso de aprobacion incluye comentarios de la comunidad y una vez que el estudio 
se inicia, se deben presentar infamies periOdicos al NIH cada seis meses y cads afto a 
la FDA. Cualquier efecto adverso serio, debe comunicarse inmediatamente a estas 
mismas instancias. 
Conclusion 
Aparte de una vigilancia constants a las transgmsiones eticas que pudicran dame 
conforme avance la aplicacion de la terapia genica en humanos, la aplicaciOn de esta 
modalidad terapeutica de punts todavia debe esperar la resolution de problemas 
tdcnicos slave, especialmente en to que se refiere a la transferencia de genes y al 
transplante de cdlulas. 
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Es pertinente destacar la advertencia de Richard Mulligan, acerca del aparente 
descuido de estilndares norrnales de rigor cientifico ante el fervor de introducir la 
terapia gtnica en la clinica. Insiste en que los criterios de interpretaciOn cientlfica no 
deben confundirse con criterios de interpretaciOn clinica y que los logros scan 
evaluados por investigadores independientes de reconocida solvencia cientifica y 
moral, no por los medios de comunicacidn masiva. 
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Glosario 
Alelo: una forma altemativa de un gen en un locus determinado. 
cDNA: DNA complementario sintetizado del RNA maduro que corresponde a las 
secuencias codificantes, del DNA genomico que se expresan como protefnas. 
Ululas somiticas: todas las ceulas del organismo excepto los gametos y sus 
prectusores. 
DNA genomico: DNA del genoma que contiene todas las secuencias 
codificientes (exones) y no codificantes (intrones y otras) en contraste con el cDNA 
que contiene solo las secuencias codificantes. 
Dorninante (trastorno, rasgo, menos correctamente gen): aquelios trastomos que 
se expresan en heterozigotos (individuos con una copia del gen mutante y una copia 
del alelo normal). 
Gen: la unidad fundamental de la herencia. Definido funcionalmente por su 
product°, practicamente siempre una protein. Definido estructuralmente como una 
secuencia ordenada de nucleOtidos localizada en una posici6n particular en un 
determinado cromosoma, que incluye no solo Ws regiones que codifican para una 
protefna especffica funcional, sino tambien las regiones involucradas en is 
regulacion de la expresiOn. 
Genoma: la infonnacidn gen6tica completa de un organismo, generalmente 
descrita como el Winer° total de pares de bases; el genoma humano tiene 3 x 109 
pares de b2ves. 
Homocigoto: un individuo que time un par de alelos identicos en un locus 
detenninado de tin par de cromosomas homologos. 
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Heterocigoto: un individuo que tiene dos alelos diferentes en un locus 
determinado de un par de cromosomas hom6logos. 
Locus: una posicion o localizacion especifica de un gen en el genoma. 
Moliculas (o genes) DNA recombinantes: Mokculas de DNA o genes 
completos que son combinados y comprobados en el laboratorio. 
Proyecto del Genoma Humano: el plan pars mapear y secuenciar el genoma 
human en su totalidad a completarse por el alto 2005. 
Recesivo (=storm), rasgo, memos coffectarnente gen): aquellos trastornos que 
solo se manillesta.n clfnicamente en individuos homozigotos pars el gen mutante 
(ambos alelos estan afectados). 
Retrovirus: virus cuyo genoma esti constituido por RNA que codifica pars la 
enzinta transcriptasa reversa de forma que su genoma puede ser transcrito en el DNA 
genoma de la celula hudspecl. 
Secueneia: orden de bases en el DNA o en el RNA, o de aminoacidos en una 
protein. 
Transcriptasa reversa: una enzima que cataliza la sintesis de DNA a partir de un 
RNA molde. 
